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1.1  BREVE STORIA 
Le origini dell’olivo, dei suoi frutti e dell’olio si perdono nella notte dei tempi; il 
primo albero sarebbe infatti comparso nel V millennio a.C. ad Haifa, in Israele, la 
prima testimonianza scritta si trova nella Genesi: “… Attese altri sette giorni e di 
nuovo fece uscire la colomba dall'arca e la colomba tornò a lui sul far della sera; 
ecco, essa aveva nel becco un ramoscello di ulivo. Noè comprese che le acque si 
erano ritirate dalla terra. …” 
Nel V secolo a.C. Grecia, Turchia, Siria e Palestina fecero dell’olio d’oliva una fonte 
primaria di sopravvivenza nonché il protagonista di molte leggende. I Greci narrano 
di una gara fra il dio del mare Poseidone e la dea della pace e della sapienza Atena 
per la protezione della città appena costruita nell’Attica (Figura 1). La vittoria 
sarebbe stata assegnata a chi avesse prodotto il dono più utile per la comunità. 
Poseidone colpì una roccia col suo tridente: l’acqua cominciò a fluire e dalla 
sorgente apparve un cavallo, simbolo di forza, potenza e aiuto prezioso in guerra. 
Quando venne il turno di Atena, la dea conficcò nel terreno una lancia, che 
trasformò in un olivo, simbolo di pace e fonte di cibo e di combustibile. Il dono di 
Atena fu considerato il più grande tra i due e la nuova città fu chiamata Atene in 
onore della dea. L’olivo è tuttora considerato un dono divino e un olivo cresce 
ancora sull’acropoli di Atene. 









Anche in Italia la presenza dell’olivo è strettamente legata ai Greci che lo 
importarono durante la loro colonizzazione dell’Italia meridionale. Furono poi i 
Romani che lo diffusero in tutto il loro impero e quindi in gran parte dell’Europa. 
Simbolo di pace tra Dio e l’Uomo, considerato a metà strada tra alimento e 
medicinale, l’olio d’oliva è da sempre conosciuto per le sue proprietà benefiche. 
Il primo a parlarne fu Ippocrate che nel 400 a.C. consigliava il succo di olive fresche 
per curare le malattie mentali e impacchi di olive macerate per guarire le ulcere. In 
seguito Dioscoride lo inserì nel suo “De Materia Medica” fino ad arrivare a Galeno 
che scrisse un ricettario di 150 pagine contenente ricette a base di olio sia come 
principio attivo che come veicolo. 
Nel Medioevo e durante tutto il Rinascimento l’olio di oliva è stato usato per curare 
le infezioni ginecologiche, per far passare la febbre e come rimedio nelle 
cardiopatie. Veniva utilizzato caldo sulla fronte, seguito da una croce, contro il mal 
di testa oppure come antidoto contro certi veleni; in tutte le antiche farmacie non 
mancava mai il vaso dell’oleum. Inoltre all'olio venivano riconosciute proprietà 
ipotensive, antidiabetiche, antiulcera, emollienti, lassative e diuretiche. 
Fino a tutto l’Ottocento l’olio d’oliva è stato usato anche per curare l’otite e come 
blando purgante e, fino a pochi anni fa, gli anziani agricoltori lo impiegavano per 
massaggiare i bambini rachitici, per cospargere le gengive colpite da piorrea, per le 
nevriti, per le distorsioni, per estrarre le spine da sotto la pelle, per curare il mal di 
pancia, per ammorbidire i duroni dei piedi e, con erbe revulsive, per la caduta dei 
capelli.1  
Nel 1970 Ancel Keys, il primo biologo nutrizionista della storia, pubblica uno studio, 
in cui si parla per la prima volta di “dieta mediterranea”, che getta le basi per la 
nascita della scienza dell’alimentazione. Era il “Seven Countries Study”, uno studio 
comparativo dei regimi alimentari di  vari soggetti, di età compresa tra 40 e 59 anni, 
in sette paesi di tre continenti: Finlandia, Giappone, Grecia, Italia, Olanda, Stati Uniti 








Mediterraneo, che si cibavano in prevalenza di pasta, pesce, prodotti ortofrutticoli e 
utilizzavano esclusivamente olio d’oliva come condimento (Figura 2), la percentuale 
di mortalità per eventi cardiovascolari era molto più bassa che nei soggetti di paesi 
come la Finlandia, dove il regime alimentare quotidiano includeva molti grassi saturi 




Da quel momento in poi la comunità scientifica ha portato a termine innumerevoli 
studi sull’alimentazione del bacino mediterraneo, confermando le teorie di Keys, 
tanto che dal 2010 la dieta mediterranea è considerata patrimonio dell’UNESCO e in 
tutto il mondo si raccomanda l’uso dell’olio extravergine di oliva nell’alimentazione 
per prevenire l’invecchiamento e per preservare l’organismo dalle malattie 
cardiocircolatorie.3 
 
Figura 2. Piramide alimentare della dieta mediterranea. In questo modello di dieta l’olio d’oliva deve 








1.2  TIPOLOGIE DI OLIO 
L’olio di oliva si ottiene dalla spremitura dei frutti dell’albero ‘Olea Europea’  della 
famiglia delle Olearaceae (Figura 3); un albero sempreverde che coltivato diviene 
alto da 3 a oltre 10 metri. Ha foglie lanceolate, di colore verde scuro superiormente 
e grigio inferiormente; i fiori sono piccoli, biancastri, in grappoli; i frutti sono drupe 
ovali, nere e con una polpa ricchissima di olio.4 
 
 
Secondo la normativa vigente nell’Unione Europea, si definisce olio extravergine di 
oliva “un olio di oliva ottenuto dal frutto dell’olivo soltanto mediante processi 
meccanici o altri processi fisici, in condizioni che non causano alterazioni dell’olio… 
la cui acidità libera, espressa in acido oleico, è al massimo di 0,8 g per 100 g.” (Reg. 
CE 1513/01)5 








Dall’estrazione meccanica delle olive si ottiene per il 50% sansa di oliva vergine che 
viene poi estratta anche con solventi, raffinata e miscelata a olio vergine per dare 
l’olio di sansa di oliva. 
Per il restante 50% si ottiene mosto oleoso dal quale, tolta l’acqua, si ricava l’olio 
d’oliva vergine. Da questo si ottengono due tipi di olio subito commestibili che sono 
l’olio vergine di oliva e l’olio extravergine di oliva e un olio, detto “lampante”, che 
non è commestibile. Quest’ultimo viene raffinato, miscelato a olio vergine e si 
ottiene l’olio di oliva (Figura 4).6  









1.3  COMPOSIZIONE CHIMICA DELL’OLIO DI OLIVA 
La composizione chimica degli oli è differente a seconda della loro categoria 
commerciale, ma gli oli vergini, che rappresentano le due categorie commerciali più 
pregiate, hanno composizioni chimiche molto vicine. 
L’olio d’oliva è composto da due frazioni: una frazione “saponificabile” (Figura 5), 
che rappresenta il 98%, costituita per la quasi totalità da trigliceridi, e, per il 
restante 2%, da una frazione “insaponificabile” (Figura 7), rappresentata da 
‘costituenti minori’ che hanno però notevole importanza nutrizionale.    
Fino a pochi anni fa le proprietà salutistiche dell’olio venivano attribuite all’alta 
percentuale di acidi grassi mono- e poli- insaturi costituenti la frazione 
saponificabile. Questa è infatti costituita da trigliceridi che sono esteri della glicerina 
con acidi grassi sia saturi che insaturi. Nell’olio extravergine di oliva gli acidi grassi 
saturi, come l’acido palmitico e l’acido stearico, rappresentano una piccola 
percentuale (circa il 10%) contro gli acidi grassi monoinsaturi come l’acido oleico 
(75%) e quelli polinsaturi come l’acido linoleico (15%). Gli ultimi sono sostanze 
essenziali che devono essere assunte con la dieta poiché l’organismo non riesce a 
sintetizzarle.  



















L’acido grasso presente in maggiore quantità è l’acido oleico (Figura 6), un acido 
grasso monoinsaturo (MUFA) essenziale per la fluidità delle membrane biologiche e 
per prevenirne la perossidazione lipidica. Inoltre protegge la mucosa gastrica 
diminuendo la secrezione di HCl e migliorando le condizioni di pazienti con ulcera; 
migliora lo svuotamento della cistifellea e inibisce la secrezione di bile rivelandosi 
utile nel contrastare la formazione di calcoli; ha azione lassativa e facilita 
l’assorbimento di vitamine e calcio. Vengono attribuite sempre all’alto contenuto di 
MUFA anche le azioni protettive dell’olio extravergine di oliva nelle patologie 
cardiovascolari. L’acido oleico infatti interferisce positivamente sui processi di 
biosintesi e metabolismo del colesterolo, e l’assunzione di elevate quantità di MUFA 
veniva associata ad un’aumentata resistenza del colesterolo LDL all’ossidazione, 
senza incidere sul colesterolo HDL; in questo modo viene eliminato uno dei 
maggiori fattori di rischio degli eventi cardiovascolari.1  
 
Negli ultimi anni diversi studi hanno dimostrato che gli effetti benefici non si 
rilevano nelle diete contenenti olio di girasole reso ugualmente ricco di acido oleico, 
questo significa che i soli MUFA non sono sufficienti ma è indispensabile 
l’associazione con altri fattori presenti solo nell’olio di oliva che sono stati 
individuati nei cosiddetti “costituenti minori”. Lo studio condotto da Ruiz-Gutierrez 
e colleghi ha messo a confronto gli effetti riscontrati in due gruppi di donne ipertese 
che avevano seguito due diete diverse ma ugualmente ricche in MUFA (il primo 
gruppo ha assunto solo olio extravergine di oliva mentre il secondo olio di girasole 
arricchito di acido oleico). Una riduzione significativa della pressione sia diastolica 
Figura 6. Struttura chimica dell'acido oleico. 








Figura 7. Composizione chimica della parte insaponificabile dell'olio extravergine di oliva 
che sistolica è stata registrata solo nelle donne che hanno seguito una dieta a base 
di olio extravergine di oliva. Questo risultato fa pensare che anche i costituenti 
minori dell’olio abbiano un ruolo nella regolazione della pressione.7  
I costituenti minori, circa 230 sostanze, possono essere a loro volta divisi in due 
categorie, una frazione insaponificabile definita come la frazione estratta con 
solventi dopo la saponificazione dell’olio e una frazione solubile, più polare, 
contenente composti ricchi di atomi di ossigeno e gruppi ossidrilici.  
La frazione insaponificabile è costituita principalmente da idrocarburi, tocoferoli, 
alcoli alifatici e triterpenici, steroli, vitamine, pigmenti colorati e, in piccolissima 













Tra gli idrocarburi il più abbondante è lo squalene, un triterpene polinsaturo 
precursore della sintesi del colesterolo e di tutti gli ormoni steroidei. È presente 
nell’olio in quantità di circa 400 mg/kg; svolge un’azione protettiva sull’ossidazione 
legata alla luce e quindi sull’invecchiamento, è capace di inibire l’assorbimento 
intestinale del colesterolo, di inibire la sua produzione nel plasma e di inibire inoltre 
l’ossidazione delle LDL che lo trasportano nel torrente circolatorio. 
I tocoferoli, precursori della vitamina E, si trovano in concentrazioni di circa 100-250 
mg/kg e sono rappresentati in larga parte dall’ α-tocoferolo che inibisce le reazioni 
di perossidazione degli acidi grassi polinsaturi grazie alla sua azione antiossidante. 
Nell’olio inibisce quindi l’irrancidimento e la sua quantità è importante per valutare 
la stabilità dell’olio all’ossidazione, la sua “shelf-life” e quindi la qualità stessa 
dell’olio.  
Le vitamine liposolubili A ed E, presenti nell’olio, hanno un ruolo come antiossidanti 
nel metabolismo lipidico cellulare mentre la presenza della vitamina liposolubile D 
favorisce un corretto assorbimento del calcio nell’intestino. 
Gli steroli sono importanti per garantire l’autenticità dell’olio, infatti la loro 
composizione è tipica per ogni specie botanica. Nell’olio d’oliva sono presenti in 
abbondanza, più di 1600 mg/kg, il più importante è il β-sitosterolo che si oppone 
all’assorbimento intestinale del colesterolo. Altri steroli presenti sono il 
campesterolo e lo stigma sterolo. 
Nella frazione insaponificabile (Figura 8) si trovano anche alcoli alifatici ed alcoli 
triterpenici che hanno una grande importanza analitica per l’individuazione degli oli 
ottenuti mediante estrazione con solvente oppure mediante pressione meccanica. 
Tra i triterpenici troviamo il cicloartenolo che favorisce l’eliminazione del 
colesterolo andando ad aumentare la secrezione degli acidi biliari; l’eritrodiolo e 
l’uvaolo che provengono dalla buccia, in studi sperimentali hanno mostrato attività 









Tra pigmenti colorati ci sono i carotenoidi, precursori della vitamina A, che 
rallentano l’invecchiamento della cute e delle mucose e sono responsabili delle 
tonalità gialle dell’olio, e le clorofille, responsabili invece delle tonalità verdi. 
Per quanto riguarda la frazione solubile questa è ricca di fenoli semplici come 
tirosolo e idrossitirosolo (alcoli fenolici) o acido vanillico e caffeico (acidi fenolici), 
polifenoli come lignani e flavonoidi e secoiridoidi. Sono contenuti in maggiore 
quantità nell’olio extravergine di oliva, tra 40 e 900 mg/kg, rispetto agli altri tipi di 
olio come l’olio d’oliva raffinato dove si trovano ad una concentrazione di 0,47 
mg/kg o l’olio di semi dove sono addirittura assenti. La concentrazione dipende da 
molteplici fattori come il cultivar, il metodo di coltivazione, il grado di maturazione 
della drupa, le tecniche di estrazione, la modalità di conservazione dell’olio; può 
essere diversa anche tra gli oli di una stessa regione. Le sostanze fenoliche sono 
caratteristiche dell’olio extravergine di oliva e contribuiscono in larga parte al 
conferimento delle proprietà sensoriali e salutistiche.8 








1.4 FENOLI E POLIFENOLI DELL’OLIO D’OLIVA 
Il gruppo funzionale caratteristico di questa classe di composti è un idrossile legato 
direttamente al carbonio di un anello benzenico. La struttura chimica dona a questi 
composti un’elevata attività inibitoria nei confronti dei fenomeni ossidativi 
rendendoli importanti nella prevenzione di alcune patologie cardiovascolari, 
oncologiche, degenerative del sistema nervoso e nelle malattie legate 
all’invecchiamento precoce. 
I primi fenoli ad essere stati identificati nell’olio extravergine di oliva sono i fenil-
acidi, tutti derivanti dall’acido benzoico e cinnamico: essi sono l’acido caffeico, 
vanillico, siringico, para-cumarico, orto-cumarico, protocatechico, sinapico, para-
idrossibenzoico e gallico. 
Più tardi vennero scoperti i fenil-alcoli principalmente rappresentati 
dall’idrossitirosolo e dal tirosolo. Questi composti sono generalmente presenti in 
basse concentrazioni nell’olio d’oliva fresco, aumentano durante lo stoccaggio come 
conseguenza dell’idrolisi di alcuni secoiridoidi: oleaceina e oleuropeina aglicone che 
contengono idrossitirosolo, e oleocantale e ligstroside aglicone che contengono 






Figura 9. Struttura chimica dei principali fenoli semplici dell’olio extravergine d’oliva.  








Più recentemente sono stati identificati i flavonoidi (apigenina e luteolina) e i lignani 
che includono il (+)-1-acetossipinoresinolo e il (+)-pinoresinolo (Figura 10).  
 
Analisi più dettagliate hanno portato alla scoperta dei secoiridoidi; è stato 
dimostrato che queste sostanze sono presenti esclusivamente in piante 
appartenenti alla famiglia delle Olearaceae che include la specie Olea europaea L. 
Sono esteri dell’acido elenolico; si possono trovare in forma glicosilata, come 
l’oleuropeina, la dimetiloleuropeina e il ligstroside che sono legati ad un anello di β-
glucopiranosio e in forma non glicosilata, detti agliconi, come l’oleuropeina aglicone 
e il ligstroside aglicone oppure con la parte acilica in forma dialdeidica dopo 
l’apertura dell’anello dell’acido elenolico come l’oleaceina e l’oleocantale (Figura 
11).9 
Figura 10. Struttura chimica di un composto appartenente alla classe dei 
flavonoidi, l’Apigenina e di un composto della classe dei lignani, il Pinoresinolo. 
Figura 11. Struttura chimica dei secoiridoidi presenti nell’olio extravergine di oliva. (D. Britti et al., 









I composti non glicosilati si formano durante la frangitura dell’olio, grazie 
all’attivazione di una β-glucosidasi endogena che catalizza l’idrolisi di oleuropeina, 
dimetiloleuropeina e ligstroside attraverso il meccanismo riportato in Figura 12. 
Figura 12. (I) R = H: ligstroside, R = OH: oleuropeina; (II) R = H: ligstroside aglicone; (III) R = OH: 3,4 DHPEA-EA;   
(IV) R = H: forma dialdeidica del ligstroside aglicone; R = OH: forma dialdeidica dell’oleuropeina aglicone; 









Uno studio di Servili e Montedoro conferma la relazione tra l’idrolisi enzimatica dei 
secoiridoidi e la presenza di derivati agliconici nell’olio; inattivando termicamente le 
glicosidasi endogene prima della frangitura non si registra nell’olio un cambiamento 
nella concentrazione di oleuropeina e ligstroside e non si evidenzia la formazione di 
derivati agliconici.10  
I composti fenolici, dopo l’ingestione, vengono assorbiti in modo dose-dipendente. 
Alcuni studi hanno dimostrato che l’assorbimento del ligstroside aglicone, del 
tirosolo, dell’idrossitirosolo e dell’oleuropeina aglicone è superiore al 55-66%. 
Questi composti sono polari e vengono assorbiti attraverso diffusione passiva. I loro 
derivati glicosilati come l’oleuropeina glicoside invece, essendo più ingombranti, 
diffondono attraverso il doppio strato lipidico della membrana cellulare e vengono 
assorbiti grazie a un trasportatore del glucosio. 
Tutti i composti fenolici, l’oleuropeina glicoside e il ligstroside glicoside vengono 
convertiti in idrossitirosolo e tirosolo e sono escreti nelle urine. 
Diverse ricerche hanno dimostrato che l’uomo assorbe una porzione significativa, 
40-95%, dei composti fenolici che ingerisce con l’olio d’oliva.11  
Numerosi studi supportano il fatto che il consumo giornaliero di fenoli derivanti 








1.5 SCOPERTA DELL’OLEOCANTALE E SUE PROPRIETA’ SENSORIALI 
L’oleocantale viene riportato in letteratura per la prima volta nel 1993 in uno studio 
di Servili e Montedoro. Composto fenolico dell’olio di oliva, viene definito come      
(-)-decarbossimetil ligstroside aglicone e rappresenta la forma dialdeidica del 
ligstroside aglicone (Figura 13).  
 
Nel 2005, Beauchamp e colleghi, riportarono che il (-)-decarbossimetil ligstroside 
aglicone era l’unico responsabile dell’irritazione del tratto orofaringeo che si 
percepisce dopo l’ingestione dell’olio extravergine di oliva. Confermarono questa 
ipotesi sintetizzando la molecola e aggiungendola in diverse concentrazioni a un olio 
di mais completamente privo di fenoli. La misura dell’irritazione del tratto 
orofaringeo aumentava con l’aumento della concentrazione del (-)-decarbossimetil 
ligstroside aglicone nell’olio di mais ed era uguale all’irritazione provocata 
dall’ingestione dell’olio extravergine di oliva. Il (-)-decarbossimetil ligstroside 
aglicone venne indicato quindi come unico responsabile e prese il nome di 
oleocantale (oleo per oliva, cant per il pizzicore e ale per le aldeidi).12,13 
Il pizzicore causato dall’olio extravergine di oliva presenta alcune caratteristiche 
peculiari e spesso viene utilizzato anche per valutare la qualità dell’olio: oli di alta 
qualità sono quelli che riescono a provocare due colpi di tosse mentre oli di qualità 
più bassa provocano un solo colpo di tosse.  
Generalmente la sensazione irritante provocata dalle sostanze viene percepita 
nell’intera area della cavità orale mentre quella dell’olio viene sentita solamente 
Figura 13. Struttura chimica dell’oleocantale. 








nella regione del tratto orofaringeo; inoltre la misura di questa sensazione varia da 
individuo a individuo e va da un semplice pizzicore ad un’irritazione intensa fino ad 
arrivare a produrre il tipico “colpo di tosse” nelle persone più sensibili. Recenti studi 
hanno identificato un recettore canale specifico per l’oleocantale, chiamato TRPA1 
(Transient receptor potential cation channel, subfamily A, member 1) e la variabilità 
interindividuale nella sensazione del pizzicore può essere collegata ad una diversa 
espressione di questo recettore nel tratto orofaringeo (Figura 14). 
 
I canali TRP (TRPV1, TRPV4, TRPM8, and TRPA1), in particolare, sono espressi nei 
cheratinociti e nei neuroni sensoriali della via nocicettiva, responsabili della 
sensazione di irritazione e hanno dimostrato di partecipare alla trasduzione del 
dolore indotto da stimoli termici, meccanici e chimici. Per verificare se l’oleocantale 
agisce effettivamente sul canale TRPA1 nei neuroni trigeminali è stato usato un 
bloccante selettivo del canale ed inoltre è stata analizzata la risposta all’oleocantale 
in topi con neuroni trigeminali privi di TRPA1. La completa perdita, in entrambi i 
casi, di sensibilità all’oleocantale ha confermato che i canali TRPA1 sono il target di 
questa molecola. Per verificare invece la selettività si misura la corrente di calcio 
dopo l’interazione dell’oleocantale con vari tipi di canali TRP (TRPV1, TRPV4, TRPM8 
e TRPA1); una notevole corrente si verifica solo dopo l’interazione dell’oleocantale 
con il TRPA1.14  
Figura 14. Rappresentazione grafica del recettore TRPA1 e della zona orofaringea della cavità orale.  








1.6 OLEOCANTALE E INFIAMMAZIONE 
Gli antiinfiammatori non steroidei fenilpropanoici, come l’ibuprofene, causano una 
sensazione irritante simile a quella provocata dall’oleocantale sia per la qualità sia 
per la zona ristretta della cavità orale in cui viene percepita. Studi successivi hanno 
dimostrato che l’ibuprofene, come l’oleocantale, va ad agire selettivamente su 
recettori TRPA1; si è ipotizzato quindi che le due molecole fossero simili anche nel 




I farmaci antinfiammatori non steroidei (come l'aspirina o l'ibuprofene), inibiscono 
l'azione degli enzimi COX1 e COX2. Le ciclossigenasi o prostaglandina-
endoperossido sintasi sono enzimi appartenenti alla classe delle ossidoreduttasi, che 
catalizzano la conversione di acido arachidonico (un acido grasso polinsaturo a 20 
atomi di carbonio) in endoperossido prostaglandinico. Entrambi gli isoenzimi COX 
possiedono un'attività cicloossigenasica, responsabile della captazione di due 
molecole di ossigeno con la ciclizzazione della catena idrocarburica dell'acido 
arachidonico, ed un'attività perossidasica, che catalizza la riduzione del gruppo 
idroperossido legato al carbonio 15 in gruppo idrossido, essenziale per l'attività 
biologica. 
La COX-1 (o PGH sintasi-1) è espressa costitutivamente su molti tessuti, la COX-2 (o 
PGH sintasi-2) è invece inducibile: la sua espressione nelle cellule immunitarie e 
dell'infiammazione aumenta da 10 a 18 volte in seguito alla stimolazione da parte di 
diversi fattori.  
Figura 15. Confronto tra la struttura chimica dell'oleocantale e quella dell'ibuprofene, 








L'acido arachidonico costituisce il precursore principale degli eicosanoidi, sostanze 
coinvolte nella risposta infiammatoria dell'organismo. In presenza di un danno 
tissutale, alcuni enzimi liberano l'acido arachidonico dai fosfolipidi di membrana 
dove si trova esterificato, e da questo si possono ottenere due tipi molecolari 
diversi: la serie delle prostaglandine e dei trombossani (dalla via ciclossigenasica, 
Figura 16) e la serie dei leucotrieni (dalla via lipossigenasica)2  
Beauchamp e colleghi dimostrarono che l’oleocantale inibisce i due enzimi 
ciclossigenasi (COX 1 e COX 2) in modo dose dipendente ma non agisce sulla 
lipossigenasi, mimando l’azione antiinfiammatoria dell’ibuprofene. 
Verificarono inoltre che l’oleocantale è più potente dell’ibuprofene poiché 
confrontandoli alla stessa concentrazione molare, l’oleocantale inibisce un numero 
maggiore di COX; alla concentrazione 25 µM l’oleocantale inibisce per il 41-57 % 
l’attività delle COX mentre l’ibuprofene la inibisce del 13-18 %. I ricercatori hanno 
ipotizzato che il consumo regolare di oleocantale possa essere responsabile della 
minore incidenza di malattie associata alla dieta mediterranea. Se, ogni giorno, un 
individuo consuma 50 g di olio extravergine di oliva contenenti circa 200 µg/ml di 
oleocantale, considerato un assorbimento del 60-90%, allora l’assunzione totale di 
oleocantale è di 9 mg al giorno. Questa dose è relativamente bassa e corrisponde al 
10 % del dosaggio di ibuprofene raccomandato per alleviare il dolore in un adulto.13 
Figura 16. Diagramma schematico della via delle prostaglandine e altri eicosaoidi. PG = prostaglandine; 








1.7 OLEOCANTALE E OSTEOARTRITE  
L’infiammazione gioca un ruolo importante nella patogenesi dei disturbi 
degenerativi delle articolazioni. L'osteoartrite (OA) è tra le principali cause di 
disabilità fisica di pazienti anziani, deriva dall’uso cronico, eccessivo e da lesioni 
dell'articolazione. Oltre a fattori meccanici e genetici sono i processi infiammatori 
che si verificano all'interno dei tessuti articolari a contribuire all'insorgenza e alla 
progressione della malattia.  
I condrociti, gli unici componenti cellulari della cartilagine articolare, in risposta alle 
sollecitazioni meccaniche o biochimiche, sovraesprimono mediatori pro-
infiammatori, tra cui citochine, chemochine e adipochine che vanno a indurre 
l’espressione di proteinasi che degradano la matrice. Oltre a questo anche i 
macrofagi si infiltrano nel liquido sinoviale in seguito all’infiammazione e 
contribuiscono alla degradazione. Le citochine pro-infiammatorie stimolano la 
produzione di ossido nitrico (NO), regolano la sintesi degli enzimi degradanti la 
cartilagine e incrementano la produzione di prostaglandine PGE2. L’oleocantale può 
alleviare il dolore articolare andando ad inibire gli enzimi COX che sono catalizzatori 
della formazione di prostaglandine le quali si trovano sovraespresse nella spina 
dorsale di modelli animali con artrite.15  
Nell’osteoartrite la cartilagine infiammata sintetizza spontaneamente NO dai 
condrociti (Figura 17) e il suo prodotto stabile NO2 (nitrito) è significativamente 
espresso nel liquido sinoviale artritico. NO è biosintetizzato dalle forme costitutive 
dell’ossido nitrico sintasi (NOS), ovvero quelle endoteliali e neuronali, e funziona 
principalmente come vasodilatatore e neurotrasmettitore rispettivamente. La terza 
forma di NOS è nota come NOS inducibile (iNOS) che non è generalmente presente 
nelle cellule quiescenti ma è indotta da vari stimoli ed è responsabile delle azioni 
infiammatorie di NOS. Un eccesso di NO inibisce la sintesi di proteoglicani e 
collagene, attiva le metallo proteinasi, media l’apoptosi dei condrociti e promuove 
la risposta infiammatoria dei condrociti. Sembra che le elevate quantità di NO 








Inoltre, negli strati superficiali della cartilagine si trovano condrociti particolarmente 






Iacono e colleghi hanno studiato gli effetti dell’oleocantale sulla produzione di NO e 
sull'espressione di iNOS nella linea cellulare murina condrogenica ATDC-5 stimolata 
al fine di imitare una risposta infiammatoria come quella dei condrociti in vitro in un 
modello della malattia degenerativa delle articolazioni. Lo studio mostra che 
l’oleocantale diminuisce l’espressione della proteina iNOS in condrociti LPS-
modificati in modo dose dipendente, con conseguente riduzione della produzione di 
nitriti nel surnatante cellulare. L’oleocantale, se somministrato ad alte dosi, mostra 
anche una piccola attività citotossica presumibilmente legata al forte aumento dei 
livelli di fosforilazione di p38 chinasi che è associato ad una diminuzione della sua 
espressione.16 
I mediatori dell’infiammazione come l’interleuchina 6 (IL-6) e MIP-1α ( Macrophage 
inflammatory protein 1-alpha) sono associati a osteoartrite così che spesso, per la 
cura, vengono prescritti FANS nonostante i loro effetti collaterali significativi 
soprattutto a livello della mucosa gastrointestinale. Nello studio di Scotece e 
colleghi è stata quindi testata l’attività antinfiammatoria dell’oleocantale in 
macrofagi murini, stimolati da lipopolisaccaride, e in condrociti umani. L’oleocantale 
diminuisce effettivamente l’espressione di queste proteine sia nei condrociti che nei 
macrofagi e, oltre a queste, l’oleocantale diminuisce anche l’espressione di altri 
fattori pro-infiammatori come IL-1 (interleuchina-1), TNFα (fattore di necrosi 
tumorale) e GM-CFS (fattore di crescita dei granulociti e dei macrofagi).17 
Figura 17. NO prodotto dalla iNOS promuove i processi infiammatori a carico dei condrociti ed è associato 









1.8 OLEOCANTALE E MALATTIE NEURODEGENERATIVE 
È accertato che l’ibuprofene esercita effetti benefici sulle malattie neuro- 
degenerative perciò alcuni ricercatori hanno indagato sulle possibili proprietà 
farmacologiche dell’oleocantale viste le varie somiglianze tra le due molecole.18 
Una patologia neurodegenerativa che è stata ampiamente studiata con buoni 
risultati è l’Alzheimer. La malattia di Alzheimer è una demenza che in genere si 
manifesta spontaneamente in età adulta in seguito a perdita sinaptica e neuronale; 
le lesioni caratteristiche della patologia sono l’iperfosforilazione dei grovigli tau, la 
presenza di placche amiloidi e l’accumulo di oligomeri solubili, derivanti da peptidi 
β-amiloidi, nel cervello (Figura 18). 
 
La proteina β-amiloide (Aβ) è la costituente principale delle placche amiloidi. Si 
origina da una proteina progenitrice detta Proteina precursore della β-amiloide per 
scissione catalizzata da enzimi specifici. Si possono ottenere diversi tipi di proteine 
β-amiloidi ma le più comuni nell’Alzheimer sono la Aβ-40 e la Aβ-42 cioè quelle che 
con maggiore probabilità si aggregano per formare fibrille costituenti le placche 
tossiche. In vitro l’oleocantale inibisce la formazione di fibrille da parte di entrambe 
le proteine. 
Figura 18. Rappresentazione grafica di un neurone riportante le lesioni 









 Dai peptidi β-amiloidi derivano anche degli oligomeri solubili diversi dalle fibrille, 
chiamati ADDLs, fattori neurotossici indicati come responsabili dell’inizio della 
malattia.  
Sono aggregati altamente ordinati di Aβ 1-42 che vanno a legare recettori specifici 
sui neuroni postsinaptici attivando una cascata che porta a malfunzionamento 
sinaptico e a tutti i sintomi dell’Alzheimer. L’oleocantale, anche a bassi dosaggi 
come 10 nM, altera la struttura degli ADDLs impedendo la oligomerizzazione, 
potenzia l’eliminazione da parte degli anticorpi e in questo modo protegge i neuroni 
dall’azione tossica.19 
Altra lesione significativa nell’Alzheimer è la tau iperfosforilazione che, grazie a 
recenti studi, pare essere indotta dagli stessi ADDLs attivatori di una chinasi 
coinvolta nell’iperfosforilazione.20 
Tau è una famiglia di proteine stabilizzanti i microtubuli che promuovono la stabilità 
del citoscheletro. Le proteine tau iperfosforilate possono aggregarsi a formare 
grovigli neurofibrillari (NFTs) che si accumulano nei neuroni e nella glia e sono tipici 
delle taupatie. Diversi studi hanno dimostrato che tra i requisiti per la formazione 
delle tau fibrille c’è un dominio di legame altamente conservato riscontrato in tutte 
le sei isoforme tau. La formazione di fibrille si verifica a causa della modifica 
strutturale subita dalla proteina che dalla sua forma naturale lineare passa nella 
conformazione a foglietto β e si aggrega con altre proteine. Per l’aggregazione è 
fondamentale il dominio di legame, definito PHF6, contenente il motivo VQIXXK 
(dove V = valina, Q = glutammina, I = isoleucina, K = lisina e X = amminoacidi 
variabili).21  
La somiglianza tra le proteine β amiloidi e la proteina tau nella forma a foglietto β 
suggerisce uno stesso meccanismo nella formazione delle fibrille quindi alcuni 
ricercatori hanno ipotizzato che l’oleocantale fosse in grado di inibire anche la 








Li e colleghi hanno confermato questa ipotesi dimostrando che l’oleocantale forma 
una base di Schiff con il residuo di lisina di PHF6 inibendo l’aggregazione (Figura 19). 
Studi di relazione struttura-attività hanno dimostrato che entrambi i gruppi 











 È stato inoltre dimostrato che gli altri antiinfiammatori non steroidei non sono in 
grado di bloccare l’aggregazione a concentrazioni superiori a 100 µM e che quindi 
questa attività è caratteristica solo dell’oleocantale.22  
 
Figura 18. Reazione chimica dell’oleocantale con il peptide PHF6. 








1.9 OLEOCANTALE E PREVENZIONE DEI TUMORI 
Nelle popolazioni mediterranee rispetto a quelle occidentali si riscontra una minore 
incidenza di molti tipi di cancro come quello al seno, alla prostata, al polmone e il 
cancro gastrointestinale; questi benefici sono stati ricondotti all’oleocantale che 
agisce nella prevenzione del tumore attraverso diversi meccanismi.  
L’ enzima cicloossigenasi COX 2 è implicato nella patogenesi di diverse neoplasie, 
infatti catalizza la sintesi delle prostaglandine che, a loro volta, favoriscono la 
formazione di nuovi vasi sanguigni (neoangiogenesi) sostenendo la vitalità e la 
crescita delle cellule tumorali. L’oleocantale, in quanto inibitore della COX-2, 
impedisce l’angiogenesi e rallenta la crescita del tumore.23 
Numerosi tumori originano invece da un’attivazione aumentata e irregolare del 
recettore c-Met per il fattore di crescita degli epatociti (HGF) che si trova espresso 
nelle cellule epiteliali di molti organi. Il legame di HGF a c-Met provoca la 
dimerizzazione del recettore e la fosforilazione di diversi residui tirosinici nella 
regione intracellulare. L’attivazione della via di segnalazione HGF/c-Met causa 
un’accelerazione nella proliferazione, nell’angiogenesi e nella motilità cellulare; 
un’inibizione di questo segnale invece rallenta la motilità e l’attività invasiva delle 
cellule tumorali umane riducendo la formazione di metastasi (Figura 20). Elnagar e 
colleghi hanno dimostrato che l’oleocantale mostra un’elevata affinità con la 
regione di legame ATP del recettore c-Met inibendo la proliferazione e la 
migrazione di linee cellulari tumorali metastatiche del seno e della prostata in modo 
dose dipendente. Per il legame dell’oleocantale al recettore sono rilevanti l’ossidrile 
fenolico, che forma un legame a idrogeno con opportuni residui amminoacidici del 
recettore come prolina e metionina, e i due gruppi aldeidici, sempre coinvolti nella 
















Studi più recenti indicano che l’oleocantale è utile anche per la cura e la 
prevenzione del mieloma multiplo, un tumore maligno delle cellule del plasma che 
provoca la distruzione ossea a causa di un’eccessiva attivazione degli osteoclasti 
presenti nel midollo osseo. È stato dimostrato che la proteina MIP-1α (monociti 
chemoattractant protein 1) è fondamentale nello sviluppo delle lesioni del midollo 
osseo poiché stimola l’attività degli osteoclasti; l’osservazione degli effetti 
dell’oleocantale sulla linea cellulare di mieloma multiplo umano ARH-7 ha mostrato 
una notevole diminuzione nell'espressione di MIP-1α e nella sua secrezione nelle 
cellule di mieloma.26  
Khanal e colleghi hanno dimostrato che l’oleocantale esercita un effetto anti-
proliferativo e impedisce la trasformazione neoplastica indotta da TPA (attivatore 
tissutale del plasminogeno) delle cellule JB6 Cl41 dell’epidermide del topo. Svolge 
questa azione grazie all’inibizione di un segnale extracellulare, mediato dalle protein 
chinasi 1 e 2, che regola la trascrizione dei geni e la proliferazione cellulare.  
Inoltre, l’oleocantale favorisce l'apoptosi inducendo la frammentazione del DNA 
nelle cellule HT-29 derivate da adenocarcinoma del colon umano. L’oleocantale 
infatti è in grado di attivare le caspasi-3 che tagliano specifici substrati proteici e 
fosforilare p53 (ser15) anche conosciuta come proteina tumorale 53, un  fattore di 
trascrizione che regola il ciclo cellulare ricoprendo la funzione di soppressore 
tumorale. In seguito a danni del DNA la p53 viene fosforilata da ATM e in tale forma 
Figura 20. Rappresentazione schematica del segnale HGF/c-Met e rappresentazione della regione 
di legame del recettore c-Met.24 L’ oleocantale forma legami con Pro1158, Met1160 e Tyr1230. 








può agire come fattore di trascrizione, migra, nel nucleo e lega una specifica 
proteina portando al blocco del ciclo cellulare. Attiva la riparazione del DNA 
danneggiato, se il DNA è riparabile, inducendo la trascrizione di geni riparatori del 
DNA oppure può dare inizio all’apoptosi nel caso il danno al DNA sia irreparabile.27 
Oltre a questo, una recente ricerca ha rivelato un effetto insolito dell’oleocantale 
sulla Hsp90 (heat shock protein 90). Le Hsp (heat shock proteins) sono la classe più 
espressa fra tutte le proteine cellulari, la cui funzione è quella di preservare 
l'integrità della cellula qualora sia esposta ad elevate temperature. Come tutte le 
proteine da shock termico, essa svolge la funzione di chaperone, ossia assiste il 
ripiegamento delle proteine in modo da assicurarne una struttura corretta e 
funzionale, ed inoltre è coinvolta nella trasduzione dei segnali cellulari. In 
particolare Hsp90 è una proteina che stabilizza un numero di proteine necessarie 









È stato dimostrato che l’oleocantale riduce significativamente le proteine Hsp90 
mostrando un notevole effetto pro-apoptotico sulle cellule tumorali, ma solo un 
lieve effetto sulla vitalità delle cellule mononucleate del sangue periferico, un 
effetto collaterale comune degli inibitori Hsp90.28  
Figura 21. Rappresentazione schematica delle funzioni di Hsp90. 








1.10 FATTORI CHE INFLUENZANO LA CONCENTRAZIONE DI 
OLEOCANTALE NELL’OLIO 
La concentrazione di oleocantale nell’olio extravergine di oliva è molto variabile e 
può andare dagli 0,2mg/kg fino a 498 mg/kg29; questa variabilità dipende da molti 
fattori: geografici, agronomici e tecnologici. 
  Diversi studi hanno dimostrato che oli prodotti in paesi diversi presentano una 
composizione qualitativamente e quantitativamente diversa, la concentrazione di 
oleocantale ad esempio varia da 22,6 mg/kg in un olio prodotto negli U.S.A. a 191,8 
mg/kg in un olio italiano. 
  Un altro fattore importante è il cultivar; in uno studio vengono messi a confronto 
oli provenienti da due diversi cultivar, Taggiasca e Seggianese, riscontrando una 
concentrazione di oleocantale di 8,3 mg/kg e 53 mg/kg rispettivamente. 
  Determinante per il contenuto di oleocantale è il grado di maturazione delle 
olive. Durante la fase di maturazione la percentuale di olio aumenta con 
l’invaiatura, cioè il cambiamento di colore dell’oliva da verde fino al viola, e si 
annulla una volta raggiunto questo stadio. Vari ricercatori hanno riscontrato un 
andamento simile nella concentrazione dell’oleocantale che diminuisce, dal 20 al 
50%, all’aumentare della maturazione dell’oliva  
  È stato dimostrato che aumentando l’irrigazione degli olivi la concentrazione di 
oleocantale diminuisce. Alberi alimentati solo dalla pioggia producono un olio con 
un contenuto di oleocantale maggiore rispetto a quelli sottoposti a un’irrigazione 
maggiore.  
  I processi tecnologici subiti dalle olive dopo essere state raccolte hanno 
dimostrato avere un ruolo fondamentale nella concentrazione dei fenoli nell’olio. La 
raccolta stessa delle olive deve essere fatta direttamente dalla pianta, nel momento 
in cui i frutti hanno raggiunto il giusto grado di maturazione e, un volta raccolte, le 
olive devono essere trasportate immediatamente in frantoio, in contenitori 








  Altri punti critici durante la lavorazione sono la gramolazione e la centrifugazione. 
La gramolazione serve a rendere fluida la pasta ottenuta dalla macinazione delle 
olive; inoltre durante questa fase si ha il contatto tra la pasta e l’olio e, attraverso 
una serie di reazioni enzimatiche, si ha la formazione dei composti aromatici che 
caratterizzano il sapore e il profumo dell’olio. Le reazioni enzimatiche che 
avvengono sono catalizzate da ossidoreduttasi endogene che possono provocare 
anche l’ossidazione dei composti fenolici. Aumentando la temperatura e il tempo di 
gramolazione si ha quindi una diminuzione dei fenoli, e di conseguenza anche 
dell’oleocantale, per opera di questi enzimi. Uno studio ha dimostrato infatti che 
inibendo le ossidoreduttasi aumentava la concentrazione delle sostanze fenoliche 
nell’olio.  
  La centrifugazione avviene dopo la gramolazione ed è un processo estrattivo che 
serve a separare l’olio dalla pasta di olive. Esistono due tipi di centrifugazione, 
quello a tre fasi che richiede l’aggiunta di grandi quantità di acqua e quello a due 
fasi che può procedere senza acqua.  L’aggiunta di acqua alla pasta di olive serve a 
renderla più fluida ma modifica anche la distribuzione delle sostanze fenoliche che, 
essendo idrofili, passano dall’olio all’acqua. Vari studi hanno dimostrato che la 
concentrazione di oleocantale è maggiore in un olio ottenuto con centrifugazione a 
due fasi (c.ca 78 mg/kg ) rispetto a un olio ottenuto con centrifugazione a tre fasi ( 
c.ca 67 mg/kg).  
  L’olio ottenuto alla fine di tutto il processo è soggetto a subire foto-ossidazione a 
causa del contenuto di clorofilla. Per ridurre al minimo la perdita di oleocantale 
durante la conservazione dell’olio è buona norma imbottigliarlo eliminando con 
azoto l’ossigeno presente nella parta alta della bottiglia e conservarlo in zone poco 
luminose. Misurando la concentrazione di oleocantale dopo 10 mesi è stato 
osservato che in una bottiglia esposta all’ossigeno e alla luce si ha una perdita del 
37% contro una perdita del 15% in un olio conservato lontano da ossigeno e luce. 
  È stato dimostrato che solitamente i composti fenolici sono soggetti a 
degradazione se sottoposti a alte temperatura durante la cottura. L’oleocantale 








ipotizzato che questo comportamento dipenda dalla sua struttura chimica. Quando 
sono presenti radicali liberi i composti fenolici con un alto numero di ossidrili 
reagiscono rapidamente con queste specie e quindi vengono consumati. Inoltre è 
stato dimostrato che la posizione dell’ossidrile nell’anello aromatico gioca un ruolo 
importante per il potere antiossidante delle molecole. I gruppi ossidrilici in orto 
aumentano il potenziale antiossidante rispetto a quelli in meta e in pare. 
L’oleocantale ha un solo ossidrile e in posizione para quindi questo potrebbe 
spiegare la sua aumentata resistenza alla degradazione poiché reagisce meno 




















L’olio di oliva rappresenta uno degli alimenti più antichi il cui ottenimento deriva 
dalla spremitura del frutto della pianta Olea europaea L. originaria del medio 
Oriente. Nel V secolo a.C., partendo da Grecia, Turchia, Siria e Palestina, la 
coltivazione di questa specie si è diffusa in tutti i paesi del Mediterraneo. 
Nel 1970, Ancel Keys fu il primo biologo che, con il “Seven Countries Study”, uno 
studio comparativo dei regimi alimentari di sette paesi in tre continenti, scoprì la 
relazione tra la minore percentuale di mortalità delle popolazioni del bacino 
mediterraneo e la dieta che esse seguivano, che venne appunto denominata “Dieta 
Mediterranea”.  
Attualmente esiste un’ampia letteratura scientifica sulle proprietà salutistiche 
dell’olio d’oliva, tant’è che è opinione comune che gli effetti benefici della Dieta 
Mediterranea siano attribuibili in larga misura al consumo di questo olio.  Si 
raccomanda infatti un consumo giornaliero tra i 25 e i 50 ml di olio extravergine di 
oliva per prevenire l’invecchiamento e per preservare l’organismo dalle malattie 
cardiocircolatorie. 
Per quanto riguarda la composizione chimica dell’olio di oliva si possono identificare 
due frazioni: una frazione “saponificabile”, che rappresenta il 98% del totale, e che è 
costituita per la maggior parte da trigliceridi, e una frazione “insaponificabile”, che 
rappresenta il 2%, ed è rappresentata da quelli che vengono definiti ‘costituenti 
minori’ ma che hanno una notevole importanza nutrizionale.   
La frazione lipidica dell’olio d’oliva, a differenza di altri oli vegetali, è ricca in acidi 
grassi monoinsaturi (MUFA), dei quali il più abbondante è l’acido oleico (C18) che 
protegge la mucosa gastrica, inibisce la secrezione di bile, ha azione lassativa e 
facilita l’assorbimento di vitamine e calcio. Vengono attribuite all’alto contenuto di 
MUFA anche le azioni protettive dell’olio extravergine di oliva nelle patologie 
cardiovascolari; l’acido oleico infatti interferisce positivamente sui processi di 
biosintesi e metabolismo del colesterolo. Studi più recenti hanno però dimostrato 
che i MUFA, da soli, non sono sufficienti a produrre gli effetti benefici legati all’olio 







d’oliva, ma le sue proprietà salutistiche vengono attribuite principalmente al 
complesso di fenoli e polifenoli antiossidanti presenti.  
La famiglia dei composti fenolici e polifenolici comprende composti semplici come il 
tirosolo e l’idrossitirosolo e composti più complessi tra i quali i derivati secoiridoidi. 
Tra questi troviamo l’oleaceina e l’oleuropeina aglicone, derivati dell’idrossitirosolo, 
e l’oleocantale e il ligstroside aglicone, derivati del tirosolo. Le loro concentrazioni 
nell’olio dipendono dal cultivar, dal livello di maturazione del frutto, dall’irrigazione, 
dalle tecnologie di trasformazione delle olive in olio e dalle modalità di 
conservazione dello stesso.  
In particolare, l’oleocantale è il responsabile della caratteristica sensazione 
pungente e irritante associata all’ingestione di olio, poiché è in grado di legarsi e 
stimolare i recettori TRPA1 espressi a livello della mucosa faringea; questa stessa 
azione è esercitata anche dall’ibuprofene, noto farmaco antiinfiammatorio inibitore 
non selettivo delle ciclossigenasi (COX). Tale evidenza ha indotto lo studio sulla 
eventuale attività inibitoria dell’oleocantale nei confronti delle ciclossigenasi COX1 e 
COX2. Beauchamp e colleghi dimostrarono che l’oleocantale inibisce effettivamente 
i due enzimi ciclossigenasi mimando l’azione antiinfiammatoria dell’ibuprofene e 
verificarono che, a parità di concentrazione, l’oleocantale ha una maggiore potenza 
inibitoria. L’attività sulle COX giustifica il potenziale utilizzo dell’oleocantale in 
diverse malattie croniche come quelle cardiovascolari e in malattie infiammatorie 
degenerative delle articolazioni poiché, a causa dell’inibizione dell’enzima, porta ad 
una ridotta sintesi dei trombossani e ad una ridotta produzione delle prostaglandine 
ed inoltre causa una ridotta espressione della iNOS. 
L’oleocantale è stato anche descritto come potenzialmente utile per contrastare lo 
sviluppo di malattie neurodegenerative come l’Alzheimer, per la sua capacità di 
prevenire la A oligomerizzazione e la tau aggregazione. 
Infine si ritiene che l’oleocantale agisca nella prevenzione di molti tipi di cancro, 
come quello al seno, alla prostata, al polmone e il cancro gastrointestinale, 
attraverso diversi meccanismi.  







In quanto inibitore della COX-2, impedisce l’angiogenesi e rallenta la crescita del 
tumore; mostra un’elevata affinità con il recettore c-Met e quindi inibisce la 
proliferazione e la migrazione di linee cellulari tumorali metastatiche del seno e 
della prostata; esercita un effetto anti-proliferativo e impedisce la trasformazione 
neoplastica indotta da TPA (attivatore tissutale del plasminogeno) grazie 
all’inibizione di un segnale extracellulare, mediato dalle protein chinasi 1 e 2, che 
regola la trascrizione dei geni e la proliferazione cellulare. Inoltre favorisce 
l'apoptosi inducendo la frammentazione del DNA.12,15  
 
Il lavoro sperimentale di questa tesi si inserisce in un ampio progetto 
multidisciplinare che si propone di studiare le proprietà nutraceutiche dell’olio 
d’oliva tale e quale e dei suoi componenti fenolici e polifenolici, quali tirosolo, 
idrossitirosolo, oleuropeina, oleocantale ed oleaceina. A tal proposito risulta 
fondamentale la disponibilità di metodiche analitiche per il dosaggio dei suddetti 
componenti fenolici e polifenolici, nonché di standard puri che possano essere 
utilizzati per gli studi analitici, per studi biochimico-farmacologici e per studi di 
tecnologia farmaceutica. Dai risultati di questi studi si potranno anche avere 
informazioni fondamentali per lo sviluppo di nuovi integratori contenenti i fenoli e 
polifenoli oggetto di studio, che potrebbero essere utilizzati anche come “add-on 
therapy”. Di notevole rilevanza sarà la possibilità di veicolare tali sostanze mediante 
opportune forme farmaceutiche, come ad es. le nanoparticelle, al fine di 
incrementarne il profilo di biodisponibilità.  
In particolare, tra i fenoli e polifenoli oggetto delle ricerche, questa tesi è stata 
focalizzata sullo sviluppo di metodiche analitiche per l’oleocantale mediante 
risonanza magnetica nucleare. Inoltre, non essendo disponibile in commercio 
l’oleocantale, parte del lavoro sperimentale è stato rivolto verso la l’estrazione del 
suddetto composto, ottimizzando metodi di estrazione e purificazione già noti.  
 







Nel laboratorio di sintesi dove ho svolto il mio periodo di tesi era stata messa a 
punto una procedura sintetica per l’ottenimento dell’oleocantale, ma a causa delle 
basse rese e degli alti costi, gli sforzi sono stati rivolti verso l’ottenimento 
dell’oleocantale per estrazione diretta dall’olio extravergine di oliva. 
Durante la prima parte della tesi sono stati testati vari metodi di estrazione e di 
purificazione, partendo da dati già presenti in letteratura e modificando alcuni 
parametri, al fine di trovare la metodica migliore per l’ottenimento di campioni di 
oleocantale puro.  
Sempre con l’obiettivo di sviluppare metodiche analitiche per la determinazione 
dell’oleocantale nell’olio d’oliva, la seconda parte della tesi è stata dedicata allo 
studio e all’applicazione di una recente metodica che prevedeva l’impiego della 
risonanza magnetica nucleare (1H-NMR).30,31 
Infatti l’oleocantale presenta un segnale caratteristico a δ = 9.22 ppm dovuto al 
gruppo aldeidico in posizione 5. Questo segnale è presente anche in altri derivati 
secoiridoidi ma cade a campi diversi.   







2.1 ESTRAZIONE E PURIFICAZIONE DELL’OLEOCANTALE MEDIANTE 
DIVERSI METODI  
I metodi di estrazione e purificazione delle sostanze fenoliche, e dell’oleocantale in 
particolare, attualmente disponibili in letteratura sono molteplici. 
Per quanto riguarda i metodi estrattivi essi sostanzialmente prevedono l’utilizzo di 
due tecniche: estrazione liquido-liquido (LLE)32-37 ed estrazione in fase solida 
(SPE).39-42 Per estrarre i composti fenolici dall’olio d’oliva la maggior parte delle 
tecniche LLE note in letteratura utilizzano una miscela di metanolo e acqua; l’unica 
differenza tra questi metodi sta nella percentuale di acqua presente nella miscela 
che va dallo 0% al 40%. In alcuni casi, prima di procedere con l’estrazione LLE all’olio 
viene aggiunto un solvente lipofilo come l’esano, l’etere di petrolio o il cloroformio 
allo scopo di migliorare la capacità di recupero delle sostanze fenoliche.32-37  
Per quanto riguarda invece i metodi di separazione e valutazione dei composti 
fenolici, questi generalmente prevedono l’utilizzo di tecniche cromatografiche, e tra 
queste la più ampiamente utilizzata è l’HPLC a fase inversa. Le tecniche HPLC per la 
separazione dei componenti fenolici dell’olio d’oliva differiscono essenzialmente 
per il metodo di rivelazione applicato; in genere il più diffuso è quello ad 
assorbimento a serie di diodi. Il largo uso del detector a serie di diodi33-37,40-43 per le 
analisi qualitative e quantitative dell’olio vergine di oliva è dovuto al fatto che è in 
grado di fornire spettri di assorbimento, che ci permettono di identificare con 
certezza le sostanze fenoliche separate tramite HPLC.  
Di recente due diverse tecniche cromatografiche sono state utilizzate al fine di 
purificare la matrice oleosa e ottenere la separazione dei derivati fenolici: la 
cromatografia liquida a media pressione (MPLC)44 e la flash cromatografia su 
colonna.30-31  
Data l’ampia gamma di tecniche di estrazione e di purificazione, durante il presente 
lavoro di tesi sono stati fatti degli studi per vedere quale tra queste fosse la più 
efficiente nell’estrarre i composti fenolici, ed in particolare l’oleocantale, dalla 







matrice oleosa. Le metodologie utilizzate come linee guida sono quelle riportate da 
Busnena e colleghi43 e da Karkoula e colleghi.30,31 
La prima metodologia di estrazione e purificazione dell’oleocantale a cui è stato 
fatto riferimento è quella di Busnena e colleghi.43 Essa prevede una prima 
estrazione della matrice oleosa con metanolo e n-esano (1:1). La fase metanolica 
poi essiccata viene sottoposta a cromatografia liquida a media pressione su colonne 
Sephadex, utilizzando un gradiente di eluizione CH2Cl2-MeOH, e seguita da 
un’analisi mediante HPLC preparativa per separare i diversi composti fenolici. 
La seconda procedura d’estrazione e purificazione dell’olio d’oliva è quella 
sviluppata da Karkoula e colleghi30,31 e prevede l’iniziale estrazione della matrice 
oleosa con cicloesano e acetonitrile (4:5) mediante l’uso della centrifuga. Il residuo 
ottenuto dopo evaporazione è poi sottoposto a flash cromatografia su gel di silice 
usando un gradiente d’eluizione cicloesano-acetato d’etile; infine le frazioni 
contenenti i vari composti fenolici sono ulteriormente purificate mediante TLC 
preparativa usando una miscela cicloesano/acetato di etile 3:7 come eluente. 
Prima di procedere con l’estrazione si è resa necessaria la scelta della tipologia 
dell’olio d’oliva da purificare al fine di ottenere una soddisfacente quantità di 
oleocantale.  
Questo è stato possibile grazie all’applicazione di un metodo analitico sviluppato di 
recente dal gruppo di Karkoula30,31 e precedentemente utilizzato nel laboratorio 
dove ho svolto la mia tesi sperimentale, basato sull’uso della risonanza magnetica 
nucleare (1H-NMR).  
Il metodo si basa sul fatto che l’oleocantale presenta un segnale caratteristico, un 
doppietto, a δ = 9.22 ppm dovuto al gruppo aldeidico in posizione 5. Questo segnale 
è presente anche in altri derivati secoiridoidi ma cade a campi diversi (Figura 22). 
 































Utilizzando come standard interno una soluzione a concentrazione nota di 
siringaldeide, la quale presenta un gruppo aldeidico il cui segnale caratteristico cade 
a δ = 9.81 ppm, è possibile avere un’indicazione approssimativa della quantità di 
oleocantale presente nell’olio analizzato dal rapporto tra l’integrale del doppietto 
dell’oleocantale e l’integrale del segnale della siringaldeide, al quale viene attribuito 
il valore di 1 (Figura 23). 
                          
              
 
 
L’applicazione di questo metodo (paragrafo 2.2) ha consentito non solo di 
confrontare le diverse tipologie di olio, ma anche di confrontare l’efficacia dei 
diversi metodi estrattivi.  
Figura 22. Spettro 1H-NMR dei derivati secoiridoidi dell’olio vergine d’oliva30 







In seguito si è passati all’applicazione di diversi metodi di estrazione/purificazione 
dell’olio al fine di individuare quello più efficace.  
Il primo metodo (Metodo 1) di estrazione/purificazione dell’oleocantale applicato 
prende spunto dal lavoro di Busnena e colleghi.43 L’olio è stato estratto in imbuto 
separatore usando metanolo e n-esano. Una volta evaporata, la fase metanolica, 
contenente i componenti polari dell’olio, è stata purificata mediante flash 
cromatografia su gel di silice usando colonne pre-impaccate Buchi® e utilizzando 
come eluente dapprima soltanto diclorometano e successivamente una miscela di 
diclorometano/metanolo (9:1). Le frazioni contenenti l’oleocantale, diversamente 
da quanto riportato nell’articolo che prevedrebbe una separazione mediante HPLC, 
sono state nuovamente purificate mediante flash cromatografia su colonna pre-
impaccata Buchi® utilizzando questa volta, come fase mobile, un gradiente etere di 
petrolio/acetato di etile. La purezza dell’oleocantale ottenuto è stata verificata 
mediante analisi 1H-NMR (Figura 24).  
Partendo dal lavoro di Karkoula e colleghi30,31, il secondo metodo (Metodo 2) di 
estrazione e purificazione dell’oleocantale applicato ha previsto l’estrazione con 
cicloesano e acetonitrile 4:5 (v/v) mediante l’uso della centrifuga ad una velocità di 
4000 rpm. La fase acetonitrilica è stata poi purificata mediante flash cromatografia 
su colonna di gel di silice usando per eluire una miscela di etere di petrolio e acetato 
di etile in gradiente (come riportato da Karkoula e colleghi). Le frazioni contenenti 
l’oleocantale sono state ulteriormente purificate sempre mediante flash 
cromatografia su colonna di gel di silice utilizzando però, come fase mobile, una 
miscela di etere di petrolio/acetato di etile 6:4; diversamente dal lavoro di Karkoula 
e colleghi che invece prevedrebbe una purificazione mediante TLC preparativa. La 
purezza dei composti finali è stata valutata mediante analisi all’1H-NMR (Figura 25). 







Figura 24. Spettro 
1
H-NMR ottenuto dall’analisi dell’estratto ricavato con il Metodo 1. 
Figura 25. Spettro 
1
H-NMR ottenuto dall’analisi dell’estratto ricavato con il Metodo 2. 
 
 







Figura 26. Rappresentazione grafica delle specie presenti all’equilibrio quando l’oleocantale 
interagisce con acqua o altre specie polari. (Di Donna L. et al. Anal. Chem. 2011, 83, 1990–1995) 
L’analisi preliminare dei due diversi metodi estrattivi, metodo 1 e metodo 2, 
effettuata applicando i due metodi su 5 g dello stesso olio (contenente oleocantale) 
e analizzando gli estratti ottenuti mediante l’1H-NMR, aveva evidenziato una 
maggiore efficacia estrattiva dell’oleocantale con il metodo 1 (1,06 % oleocantale 
estratto) rispetto al metodo 2 (0,43 % oleocantale estratto). In realtà l’applicazione 
su larga scala di entrambi i processi estrattivi e la successiva purificazione degli 
estratti ottenuti mediante le due diverse tecniche cromatografiche previste dai due 
metodi, ha portato ad un risultato finale del tutto differente. Infatti, in seguito 
all’applicazione del metodo 2, l’oleocantale è stato ottenuto in quantità superiore 
rispetto a quello ottenuto applicando il metodo 1 e con un grado di purezza 
nettamente superiore. La ragione di questa netta differenza nell’efficacia estrattiva 
è dovuta probabilmente al fatto che l’acetonitrile, diversamente dal metanolo, non 
è in grado di reagire con l’oleocantale. È ormai noto, infatti, che i solventi polari 
come il metanolo e l’acqua, normalmente utilizzati nelle procedure d’estrazione dei 
composti fenolici dall’olio d’oliva e nella maggior parte delle procedure analitiche 
per la separazione e valutazione dei suddetti composti, reagiscono rapidamente con 
le forme aldeidiche dell’oleocantale (e dell’oleaceina) dando luogo ad un equilibrio 
con le corrispondenti forme acetaliche ed emiacetaliche (Figura 26). La formazione 
di queste specie all’equilibrio influisce sull’efficacia del metodo estrattivo quando 
vengono utilizzati solventi che, come il metanolo, sono in grado di interagire con la 

















Per tutte queste ragioni il metodo estrattivo scelto per le prove successive di 
purificazione dell’oleocantale è quello che prevede l’acetonitrile come solvente 
polare estraente. Inoltre, si è tentato di effettuare l’estrazione in imbuto separatore 
piuttosto che mediante l’uso della centrifuga, ma, su larga scala, quest’ultima ha 
comunque dato i risultati migliori. 
 
Il Metodo 3 ha previsto, dopo l’estrazione della matrice oleosa con acetonitrile e 
cicloesano, la purificazione della fase acetonitrilica mediante flash cromatografia su 
gel di silice usando inizialmente come eluente diclorometano, come nel metodo 1, 
dato che questo era risultato molto più efficace nel purificare l’estratto dai 
componenti più lipofilici. Si è poi proseguita la cromatografia usando il gradiente 
etere di petrolio/etile acetato come fatto nel metodo 2. Successivamente le frazioni 
contenenti l’oleocantale sono state ulteriormente purificate mediante TLC 
preparativa come previsto dal metodo di Karkoula e colleghi, usando però, 
diversamente da questo, una miscela etere di petrolio/acetato di etile 7:3 come 
eluente. Non essendo soddisfatti della purezza dell’oleocantale ottenuto, si è 
proceduto con un’ulteriore purificazione del residuo sempre mediante TLC 
preparativa, usando però la miscela eluente prevista da Karkoula: etere di 
petrolio/acetato di etile 3:7.  
Avendo ottenuto mediante il metodo 3 una soddisfacente quantità di oleocantale e 
con una purezza quasi ottimale, si è deciso di effettuare un ulteriore tentativo di 
estrazione e purificazione della matrice oleosa (Metodo 4) del tutto identico a 
quanto previsto dal metodo 3 fatta eccezione per la purificazione delle frazioni 
migliori provenienti dalla prima cromatografia, per le quali anche il metodo 4 ha 
previsto una purificazione mediante TLC preparativa, usando però etere di 
petrolio/acetato di etile 3:7 come eluente (Figura 28). Non essendo soddisfatti 
nemmeno questa volta della purezza del campione di oleocantale ottenuto, si è 
proceduto con un’ulteriore purificazione del residuo sempre mediante TLC 
preparativa e usando la stessa miscela eluente.  







Figura 27. Spettro 1H-NMR ottenuto dall’analisi delle frazioni contenenti oleocantale 
ricavate con la prima cromatografia (Metodo 4). 
Quest’ultimo metodo ha quindi consentito di ottenere l’oleocantale ad una purezza 
ottimale tale da poter essere utilizzato come standard per lo sviluppo di nuovi 
metodi analitici e per studi biochimici-farmacologici (Figura 29).  
Nelle Figure 27, 28 e 29 sono riportati gli spettri 1H-NMR delle varie fasi di 
purificazione di un estratto oleoso effettuata con il Metodo 4. In particolare nella 
Figura 27 è riportato lo spettro realizzato dopo l’iniziale purificazione dell’estratto 
oleoso mediante cromatografia su colonna: è subito evidente come in questa fase 
della purificazione siano presenti numerose impurezze sia a livello della parte 
aromatica, che, soprattutto, della parte alifatica. Le Figure 28 e 29 mostrano, 
invece, il confronto tra lo spettro dell’oleocantale ottenuto dopo la prima TLC 
preparativa (Figura 28) e quello ottenuto dopo la seconda TLC preparativa (Figura 
29), mettendo in evidenza come la seconda purificazione mediante TLC preparativa 
sia necessaria per ottenere l’oleocantale ad una purezza ottimale, tale da essere 
utilizzato come standard per lo sviluppo di metodi analitici e in test biologici-
farmacologici.  
 











1HNMR: (CDCl3, 400 MHz): 9.63 (s, 1H), 9.23 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.06-7.03 (m, 2H), 
6.77-6.73 (m, 2H), 6.63 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.19-4.11 (m, 2H), 3.62-3.59 (m, 1H), 3.01-
2.95 (m, 1H), 2.84-2.58 (m, 5H), 2.07 (d, J = 6,8 Hz, 3H). 
Figura 29. Spettro 1H-NMR ottenuto dall’analisi del campione ricavato dalla seconda TLC preparativa (Metodo 4). 
 







La purezza dell’oleocantale derivante dall’estrazione dalla matrice oleosa è stata 
valutata anche mediante HPLC.  
Le analisi sono state effettuate utilizzando un’HPLC Varian 9012 accoppiato ad un 
detector UV-DAD Varian Pro-star e un iniettore con loop da 20 µL. La colonna 
utilizzata è una Phenomenex (250 x 4,6 mm) Gemini 5µ. Le letture dei 
cromatogrammi sono state effettuate ad una lunghezza d’onda di 278 nm. Il 
gradiente di eluizione utilizzato, ad un flusso di 0,7 mL/min prevedeva: 20% di A da 
0 a 3 min., un gradiente 20%-95% di A da 3 a 30 min., 95% di A da 30 a 35 min. la 
fase mobile A consisteva in una soluzione 0,1% v/v di acido acetico in acetonitrile, 
mentre la fase mobile B in una soluzione 0,1% v/v di acido acetico in acqua.  
Nelle figure 30, 31 e 32 sono riportati i cromatogrammi dei campioni derivanti dalle 
tre diverse fasi di purificazione dell’estratto oleoso effettuata mediante il Metodo 4. 
È possibile notare come dalla prima fase di purificazione (Figura 30) all’ultima i 
picchi relativi alle impurità diminuiscono, finché nell’ultimo cromatogramma (Figura 
32) è visibile solamente il picco relativo all’oleocantale, avente un tempo di 
ritenzione pari a 18 min. 
Figura 30. Cromatogramma ottenuto dall’analisi delle frazioni contenenti oleocantale 
ricavate con la prima cromatografia (Metodo 4). 








Figura 31. Cromatogramma ottenuto dall’analisi del campione ricavato dalla prima TLC preparativa 
(Metodo 4). 
Figura 32. Cromatogramma ottenuto dall’analisi del campione ricavato dalla seconda TLC preparativa 
(Metodo 4). 







L’ultima prova effettuata (Metodo 5) riguarda una modifica nella fase estrattiva 
rispetto alla procedura descritta nel metodo 4. Il cicloesano è stato cioè sostituito 
con il n-esano essendo quest’ultimo maggiormente reperibile in laboratorio. 
L’efficacia estrattiva del metodo è rimasta comunque ottimale e, inoltre, il n-esano 
ha reso la separazione della fase polare (acetonitrile) da quella apolare molto più 
rapida e completa. 
Concludendo si può riassumere che: 
 L’acetonitrile, tra i solventi polari, garantisce una migliore capacità estrattiva 
dell’oleocantale dalla matrice oleosa rispetto al metanolo, dato che 
quest’ultimo reagisce rapidamente con esso dando luogo ad un equilibrio 
con le corrispondenti forme emiacetaliche o acetaliche che riduce la 
disponibilità dell’oleocantale nella sua naturale struttura dialdeidica. 
 Il metodo migliore di purificazione dell’estratto è quello descritto da 
Karkoula e colleghi che prevede una prima purificazione mediante flash 
cromatografia, usando per eluire un gradiente etere di petrolio/acetato di 
etile, ed un’ulteriore purificazione delle frazioni migliori mediante TLC 
preparativa. Un’iniziale eluizione con diclorometano prima del gradiente 
etere di petrolio/acetato di etile durante la prima cromatografia ed 
un’ulteriore purificazione mediante TLC preparativa del campione di 
oleocantale ottenuto dopo la prima TLC preparativa prevista dal metodo di 
Karkoula, garantiscono una maggiore purezza dell’oleocantale estratto dalla 
matrice oleosa. 
 L’utilizzo del n-esano come solvente lipofilo durante la fase estrattiva della 
matrice oleosa al posto del cicloesano garantisce un’invariata efficacia 
estrattiva e rende più rapida e completa la separazione delle due fasi. 
Il metodo utilizzato quindi durante la seconda parte della mia tesi per ottenere 
una quantità apprezzabile di oleocantale puro da utilizzare come standard 
interno per le analisi quantitative è il Metodo 5. 













Figura 33. Schema riassuntivo dei metodi applicati durante il lavoro di tesi. 







2.2 APPLICAZIONE DI UN METODO BASATO SULL’ANALISI 1H-NMR PER 
LA QUANTIFICAZIONE DELL’OLEOCANTALE DOPO ESTRAZIONE DA VARI 
TIPI DI OLIO EXTRAVERGINE DI OLIVA 
Individuato il metodo di estrazione dell’oleocantale più efficiente, si è passati alla 
valutazione del contenuto dell’oleocantale stesso in tipologie di olio diverse, 
applicando un metodo basato sull’analisi 1H-NMR precedentemente riportato da 
Karkoula30,31 e già applicato nel laboratorio dove ho svolto la mia tesi di laurea. 
Come detto, questo metodo si basa sul fatto che l’olecantale presenta un picco 
caratteristico a δ = 9.22 ppm dovuto al gruppo aldeidico in posizione 5. Questo 
segnale è presente anche in altri derivati secoiridoidi ma cade a campi diversi 
(Figura 22).  
Per ottenere il campione da analizzare all’ 1H-NMR, l’olio d’oliva (5 g) viene estratto 
mediante l’opportuna metodologia estrattiva (Metodo 4 o Metodo 5). Alla fase 
polare contenente i derivati fenolici d’interesse viene aggiunta un’aliquota di una 
soluzione di siringaldeide (standard interno) in acetonitrile (0.50 mg/mL) ed in 
seguito la soluzione risultante viene evaporata. Il residuo ottenuto viene disciolto in 
CDCl3, trasferito in un tubicino per NMR e analizzato.  Come esempio è riportato in 
Figura 34 uno degli spettri ottenuti, registrato con uno spettrometro Bruker Avance 










Figura 34. Esempio di uno degli spettri ottenuti dall’analisi dell’olio vergine di oliva. 







Per poter validare l’applicazione di questo metodo per la strumentazione 
disponibile nel nostro Dipartimento (Bruker Avance operante a 400 MHz), si è resa 
necessaria l’elaborazione della curva di calibrazione. A tal fine, quantità note di 
oleocantale puro sono state aggiunte ad un olio naturalmente privo di oleocantale 
(utilizzato come bianco) ottenendo così dei campioni di olio a concentrazione nota 
di oleocantale (20, 160 e 320 mg/Kg) che sono stati successivamente sottoposti alla 
procedura estrattiva e alla successiva analisi mediante 1H-NMR sopra descritte. La 
linearità del metodo (Tabella 1) è stata valutata correlando il rapporto integrale 
oleocantale/integrale SI e le corrispondenti concentrazioni dei campioni standard di 
olio mediante un’analisi di regressione lineare. Come si osserva dall’equazione 
riportata in Tabella 1, è stata ottenuta una buona linearità con un soddisfacente 




Tabella 1. Linearità della determinazione dell’oleocantale nei campioni di olio d’oliva. 
 
Rapporto Equazione di regressione Coefficiente di correlazione 
(r2) 
Oleocantale/SI 𝑦 = 325,15𝑥+0,84 0,9942 







Questo metodo è stato poi applicato per valutare il contenuto in oleocantale di 
diverse tipologie di olio provenienti da diversi fornitori. La concentrazione di 
oleocantale in ciascun campione è stata determinata utilizzando l’equazione 
riportata in Tabella 1 (𝑦 = 325,15𝑥+0,84), dove 𝑦 = concentrazione oleocantale 
espressa in mg/Kg e 𝑥 = integrale oleocantale/integrale SI.  
I risultati ottenuti (Tabella 2) evidenziano quantità di oleocantale molto variabili a 









1 0,65 212,19 
2 0,43 140,65 
3 0,46 150,41 
4 0,54 176,42 
5 0,70 228,45 
6 0,85 277,22 
7 0,65 212,19 
8 0,59 192,68 
9 0,54 176,42 
10 0,72 234,95 
11 0,50 163,42 
 
 
Tabella 2. Determinazione oleocantale contenuto in campioni di olio differenti. 







2.3 VALUTAZIONE SU DIVERSE LINEE TUMORALI DELL’ATTIVITA’ 
ANTIPROLIFERATIVA DELL’OLEOCANTALE  
La dieta Mediterranea è associata a proprietà salutari benefiche quali ad esempio 
bassa incidenza di patologie cardiovascolari, di malattie cognitive legate all’età e di 
cancro.45 In particolare, l’incidenza dei tumori nei Paesi del Mediterraneo è più 
bassa rispetto al resto dell’Europa e degli Stati Uniti, compresi i tumori all’intestino, 
seno, endometrio e prostata. Tutto ciò sembra essere legato alle abitudini 
alimentari, oltre che a possibili fattori genetici.46  
Gli effetti favorevoli dell’olio rispetto agli altri grassi utilizzati nell’alimentazione 
sono ormai ben documentati.47 L’olio d’oliva è un componente chiave della dieta 
Mediterranea e, accanto ai suoi acidi grassi insaturi, esso è ricco di componenti 
minori di natura fenolica conosciuti come secoiridoidi. Tra questi l’oleocantale ha 
mostrato inibizione della proliferazione, della migrazione e dell’invasione di vari 
tumori al seno e alla prostata, e anche di diverse cellule di mieloma multiplo.26,44,48 
Per tutte queste ragioni, l’attività antiproliferativa dell’oleocantale, estratto e 
purificato durante il mio periodo di tesi sperimentale, è stata poi valutata presso il 
laboratorio di ricerca della Prof.ssa Nieri. I test sono stati fatti su una linea cellulare 
di melanoma umano, A375, poiché non ci sono dati in letteratura riguardanti 
l’attività del derivato secoiridoide sul melanoma, e su due differenti linee cellulari di 
carcinoma del colon umano, Colo-320 e CaCo-2.  
I valori di IC50 dell’attività antiproliferativa dell’oleocantale sono stati determinati 
mediante saggio WST-1 dopo 72 h. I valori di IC50, riportati in Tabella 3 sono 
paragonabili ai valori di vitalità di una linea cellulare di tumore al seno (MCF7) dopo 
72 h di trattamento con oleocantale, riportati da Alk e colleghi (Figura 35).25 
 
 








Linee cellulari IC50±SE (µM) 
A375 (linea cellulare di melanoma umano) 20,96±1.17 
Colo-320 (linea cellulare di carcinoma al colon umano) 30,12±1.27 
CaCo-2 (linea cellulare di carcinoma al colon umano) 79,28±1.15 
 
Tabella 3. Valori di IC50 dell’attività antiproliferativa dell’oleocantale  





Figura 35. Effetto del trattamento con oleocantale su cellule di tumore al seno MCF-7  






























3.1 ESTRAZIONE E PURIFICAZIONE DELL’OLEOCANTALE MEDIANTE 
METODI DIVERSI 
3.1.1. Materiali e Metodi 
I solventi utilizzati per l’estrazione e purificazione dell’olio d’oliva e il CDCl3 sono 
stati acquistati dalla Sigma Aldrich. Gli spettri di risonanza magnetica nucleare 
protonica sono stati eseguiti con uno spettrometro Bruker Avance III™ 400 operante 
a 400 MHz e riferiti al segnale residuo del solvente. I chemical shift δ sono espressi 
in ppm. Le evaporazioni sono state eseguite sotto vuoto in evaporatore rotante. Per 
la cromatografie su colonna è stato usato gel di silice 60 (0.040-0.063 mm) (MERCK). 
Le TLC analitiche sono state eseguite usando lastrine di gel di silice 60 F254 (MERCK) 
contenenti un indicatore fluorescente; le varie macchie sono state evidenziate per 
mezzo di lampada UV (254 nm) o per mezzo di colorazione con soluzione di acido 
fosfomolibdico/etanolo assoluto e successivo riscaldamento.  
Le TLC preparative sono state eseguite usando lastre di gel di silice 60 F254 (MERCK) 
20 x 10 cm con spessore 2 mm e lastre di gel di silice F254 (MERCK) 10 x 10 cm con 
spessore 1 mm, entrambe contenenti un indicatore fluorescente. 
Il sistema usato per la flash cromatografia isocratica include una pompa Buchi® 
Module C-601 e colonne pre-impaccate Buchi® silica gel 60. 
Gli oli analizzati sono stati reperiti da diversi produttori italiani. 
 
3.1.2 Metodo 1 
300 g di olio extravergine di oliva sono stati miscelati a 220 mL di metanolo e 
trasferiti in un imbuto separatore per separare fase oleosa da quella metanolica. A 
quest’ultima sono stati aggiunti 220 mL di n-esano e la miscela è stata agitata per 
due volte sempre all’interno dell’imbuto separatore. La fase metanolica è stata 
evaporata sotto vuoto fornendo 1,079 g di estratto grezzo purificato mediante flash 
cromatografia isocratica su colonna di gel di silice pre-impaccata Buchi® (massa = 12 








CH2Cl2 (frazioni 1-60) e, una volta eliminate le componenti meno polari, una miscela 
CH2Cl2/MeOH 9:1 (frazioni 61-100). Le frazioni opportunamente raccolte ed 
evaporate sono state analizzate mediante 1H-NMR e quella contenente 
l’oleocantale (frazione 85-90) ha fornito un residuo di 92,3 mg che è stato 
ulteriormente purificato sempre mediante flash cromatografia isocratica su colonna 
di gel di silice pre-impaccata Buchi® (massa = 4 g; particle size = 40-63 µm; flusso = 
20 mL/min), utilizzando come fase mobile una miscela etere di petrolio/etile 






Tabella 4. Dettagli della purificazione: Percentuali della fase mobile, volumi utilizzati per ogni gradiente e 
frazioni raccolte. Le frazioni 53 – 59 contengono Oleocantale 
 
Le frazioni migliori sono state evaporate e analizzate mediante 1H NMR. La frazione 
53–59 ha fornito 8,4 mg di prodotto la cui purezza è stata valutata mediante analisi. 
 
3.1.3 Metodo 2 
63 g di olio extravergine di oliva sono stati suddivisi in 63 provette da centrifuga (1 g 
di olio per provetta) e ad ogni provetta sono stati addizionati 4 mL di cicloesano (per 
un totale di 252 mL) e 5 mL di acetonitrile (per un totale di 315 mL). La miscela è 
stata omogeneizzata usando il vortex per 30 s e centrifugata a 4100 rpm per 5 
minuti. Successivamente, la fase acetonitrilica è stata prelevata da ciascuna 
provetta con una pipetta Pasteur ed evaporata al rotavapor, fornendo 5,9 g di 
estratto grezzo. Quest’ultimo è stato purificato tramite flash cromatografia su 
Fase mobile 




90 Et.P. : 10 AcOEt 1 – 12 200 
80 Et.P. : 20 AcOEt 13 – 30 200 
75 Et.P. : 25 AcOEt 31 – 48 200 








colonna di gel di silice usando come fase mobile un gradiente d’eluizione etere di 










Tabella 5. Dettagli della purificazione: Percentuali della fase mobile, volumi utilizzati per ogni gradiente e 
frazioni raccolte. Le frazioni 61 – 74 contengono Oleocantale. 
 
Le frazioni opportunamente raccolte ed evaporate sotto vuoto sono state analizzate 
mediante 1H NMR. La frazione contenente l’oleocantale (68–71) ha fornito 33 mg di 
residuo grezzo che è stato ulteriormente purificato sempre tramite flash 
cromatografia su colonna di gel di silice utilizzando come eluente una miscela etere 
di petrolio/acetato di etile 6:4. Le opportune frazioni (49 – 82), riunite ed evaporate, 
hanno fornito 9.6 mg di oleocantale la cui purezza è stata valutata con 1H NMR. 
 
3.1.4 Metodo 3 
110 g di olio extravergine di oliva sono stati suddivisi in 110 provette da centrifuga 
(1 g di olio per provetta) e ad ogni provetta sono stati addizionati 4 mL di cicloesano 
(per un totale di 440 mL) e 5 mL di acetonitrile (per un totale di 550 mL). La miscela 
è stata omogeneizzata usando il vortex per 30 s e centrifugata a 4100 rpm per 5 
Fase mobile 




100 % Etere P. 1 – 3 126 
90 Et.P. : 10 AcOEt 4 – 13 340 
88 Et.P. : 12 AcOEt 14 24 
85 Et.P. : 15 AcOEt 15 24 
80 Et.P. : 20 AcOEt 16 – 27 462 
75 Et.P. : 25 AcOEt 28 – 36 336 
70 Et.P. : 30 AcOEt 37 – 42 200 
50 Et.P. : 50 AcOEt 43 – 86 1500 








minuti. Successivamente, la fase acetonitrilica è stata prelevata da ciascuna 
provetta con una pipetta Pasteur ed evaporata al rotavapor, fornendo 2,6 g di 
estratto. L’estratto ottenuto è stato solubilizzato in toluene e purificato tramite 
flash cromatografia su colonna di gel di silice utilizzando 100% CH2Cl2 per eluire 
prima di utilizzare il gradiente etere di petrolio/etile acetato come mostrato in 
Tabella 6.  
Fase mobile 




100 % CH2Cl2 1-86 2000 
90 Et.P.:10 AcOEt 87-101 300 
80 Et.P.:20 AcOEt 102-117 300 
75 Et.P.:25 AcOEt 118-149 600 
70 Et.P.:30 AcOEt 150-165 300 
50 Et.P.:50 AcOEt 166-215 1300 
 
Tabella 6. Dettagli della purificazione: Percentuali della fase mobile, volumi utilizzati per ogni gradiente e 
frazioni raccolte. Le frazioni 189-198  contengono Oleocantale. 
 
Le frazioni che in TLC avevano mostrato la presenza dell’oleocantale sono state 
riunite, evaporate sotto vuoto ed analizzate mediante 1H-NMR. La frazione migliore 
194–198 (22,7 mg) è stata sottoposta a successiva purificazione mediante 
cromatografia su TLC preparativa (20 x 10 cm; spessore 2 mm) utilizzando come 
fase mobile la miscela etere di petrolio/acetato di etile 7:3 e facendo due sviluppi 
della stessa TLC. La zona opportuna della TLC è stata estratta dalla fase stazionaria 
con acetato di etile mediante sonicazione per 15 min. La soluzione è stata filtrata, 
evaporata e ha fornito 8,7 mg di prodotto. Dall’analisi con 1H NMR è stato osservato 
che la purezza raggiunta non era ancora quella ottimale. È stata quindi effettuata 








10 cm, con spessore 1 mm), utilizzando la miscela etere di petrolio/acetato di etile 
3:7. Dopo aver estratto la zona d’interesse della TLC dalla fase stazionaria con 
acetato di etile mediante sonicazione per 15 min, la soluzione risultante è stata 
filtrata, evaporata e ha fornito 5 mg di oleocantale puro. 
 
3.1.5 Metodo 4  
90 g di olio extravergine di oliva sono stati suddivisi in 90 provette da centrifuga (1 g 
di olio per provetta) e ad ogni provetta sono stati addizionati 4 mL di cicloesano (per 
un totale di 360 mL) e 5 mL di acetonitrile (per un totale di 450 mL). La miscela è 
stata omogeneizzata usando il vortex per 30 s e centrifugata a 4100 rpm per 5 
minuti. Successivamente, la fase acetonitrilica è stata prelevata da ciascuna 
provetta con una pipetta Pasteur ed evaporata al rotavapor, fornendo 6,1 g di 
estratto. L’estratto ottenuto è stato solubilizzato in toluene e purificato tramite 
flash cromatografia su colonna di gel di silice seguendo la stessa procedura del 










Tabella 7. Dettagli della purificazione: Percentuali della fase mobile, volumi utilizzati per ogni gradiente e 
frazioni raccolte. Le frazioni 185-229 contengono Oleocantale. 
 
Fase mobile 




100 %  CH2Cl2 1 – 90 2000 
90 Et.P. : 10 AcOEt 91 – 104 300 
80 Et.P. : 20 AcOEt 105 - 120 300 
75 Et.P. : 25 AcOEt 121 – 149 600 
70 Et.P. : 30 AcOEt 150 - 162 300 
50 Et.P. : 50 AcOEt 163 - 229 1600 








Le frazioni contenenti oleocantale sono state raccolte, evaporate ed analizzate 
mediante 1H NMR. La frazione migliore, 185-204, (66,9 mg) è sottoposta a 
successiva purificazione effettuata mediante cromatografia su TLC preparativa in gel 
di silice (20 x 20 cm, spessore 2 mm) utilizzando, come fase mobile, una miscela 
etere di petrolio/acetato di etile 3:7. La zona d’interesse della TLC è stata poi 
estratta dalla fase stazionaria con acetato di etile mediante sonicazione per 15 min. 
La soluzione risultante è stata filtrata, evaporata e ha fornito 21,4 mg di. Dall’analisi 
mediante 1H NMR è stato osservato che la purezza raggiunta non era ancora quella 
ottimale, quindi il campione è stato ulteriormente purificato mediante 
cromatografia su TLC preparativa di gel di silice (20 x 10 cm; spessore 1 mm) con 
fase mobile etere di petrolio/acetato di etile 3:7. L’intera procedura ha fornito 9,9 
mg di oleocantale puro. 
 
3.1.6 Metodo 5 
188 g di olio extravergine di oliva sono stati suddivisi in 188 provette da centrifuga 
(1 g di olio per provetta) e ad ogni provetta sono stati addizionati 4 mL di n-esano 
(per un totale di 752 mL) e 5 mL di acetonitrile (per un totale di 940 mL). La miscela 
è stata omogeneizzata usando il vortex per 30 s e centrifugata a 4100 rpm per 5 
minuti. Successivamente, il contenuto delle provette è stato trasferito in un imbuto 
separatore per separare le due fasi e quella acetonitrilica è stata poi evaporata al 
rotavapor, fornendo 2,7 g di estratto. L’estratto ottenuto è stato purificato tramite 




















Tabella 8. Dettagli della purificazione: Percentuali della fase mobile, volumi utilizzati per ogni gradiente e 
frazioni raccolte. Le prime frazioni sono state raccolte nelle beute. Le frazioni 115-139 
contengono Oleocantale. 
 
Le frazioni contenenti oleocantale sono state evaporate e analizzate mediante 1H 
NMR. La frazione migliore, 115-129, è stata sottoposta a successiva purificazione 
mediante cromatografia su TLC preparativa di gel di silice (20 x 20 cm; spessore 2 
mm) usando come fase mobile una miscela etere di petrolio/acetato di etile 3:7. La 
zona opportuna della TLC è stata estratta dalla fase stazionaria con acetato di etile 
per sonicazione per 15 min. La soluzione è stata filtrata, evaporata e il residuo è 
stato ulteriormente purificato con una TLC preparativa nelle stesse condizioni della 
precedente. L’intera procedura ha fornito 16,09 mg di oleocantale puro. 
Fase mobile 
Etere di petrolio : Acetato di etile 
Frazioni Volume(mL) 
100 %  CH2Cl2 beuta Circa 2500 
90 Et.P. : 10 AcOEt beuta 300 
80 Et.P. : 20 AcOEt beuta 300 
75 Et.P. : 25 AcOEt beuta 600 
70 Et.P. : 30 AcOEt 32 - 84 1200 
50 Et.P. : 50 AcOEt 85 - 194 2100 








3.2 APPLICAZIONE DI UN METODO BASATO SULL’ANALISI 1H-NMR PER 
LA QUANTIFICAZIONE DELL’OLEOCANTALE DOPO ESTRAZIONE DA VARI 
TIPI DI OLIO EXTRAVERGINE DI OLIVA 
3.2.1. Materiali e Metodi. 
La siringaldeide usata come standard interno (IS) è stata acquistata dalla Sigma-
Aldrich. La soluzione dello standard interno è stata preparata in acetonitrile alla 
concentrazione di 0.5 mg/mL e stoccata in frigorifero. Il CDCl3 usato per tutti gli 
esperimenti è stato acquistato dalla Sigma-Aldrich. Gli oli analizzati sono stati 
reperiti da diversi produttori. 
3.2.2. Estrazione dell’olio d’oliva e preparazione dei campioni per l’analisi NMR.  
Sia l’estrazione che la preparazione dei campioni sono stati fatti seguendo la 
procedura riportata Karkoula.30-31 
A 5 g di olio extravergine di oliva sono stati aggiunti 20 mL di cicloesano e 25 mL di 
acetonitrile. La miscela è stata omogeneizzata usando il vortex per 30 s e 
centrifugata a 4100 rpm per 5 minuti. Successivamente è stata prelevata la fase 
acetonitrilica con una pipetta Pasteur, raccolta in un pallone, miscelata con 1 mL 
della soluzione di siringaldeide in acetonitrile (0.5 mg/mL), precedentemente 
preparata, ed evaporata al rotavapor.  
3.2.3. Analisi 1H-NMR. 
Il residuo delle procedure descritte sopra è stato dissolto in 750 µL CDCl3 e la 
soluzione ottenuta è stata trasferita in un tubicino da NMR (5 mm). Gli spettri 1H-
NMR sono stati registrati mediante l’utilizzo di uno spettrometro NMR (Bruker 
Avance 400) a 400 MHz. Sono state effettuate 50 scansioni per ciascun campione 
con un numero di punti di 64K all’interno di un intervallo spettrale di 16 ppm con un 
tempo di rilassamento di 1 s e un tempo di acquisizione di 5.4 s. Prima della 
trasformata di Fourier (FT) è stato applicato un fattore esponenziale di 








effettuata manualmente, così da ottenere un’integrazione accurata dei picchi 
d’interesse. 
3.2.4. Preparazione della soluzione standard di oleocantale e dei campioni di olio 
a concentrazione nota 
È stata preparata una soluzione 0,5 mg/mL di oleocantale in acetonitrile che è stata 
poi conservata in frigorifero. Per preparare questa soluzione 2,76 mg sono stati 
disciolti in 5,52 mL di acetonitrile. I campioni di olio necessari per la preparazione 
della curva di calibrazione sono stati preparati per dare una concentrazione finale di 
oleocantale di 20, 160 e 320 mg/Kg diluendo opportuni volumi della soluzione 






soluzione standard di 






Tabella 9. Quantità di soluzione standard aggiunta a 5g di olio  
per ottenere le concentrazioni finali di oleocantale volute. 
 
3.2.5. Curva di calibrazione 
Per la preparazione della curva di calibrazione (Figura 36), i campioni di olio a 
concentrazione nota sono stati sottoposti alle procedure di estrazione e analisi 1H-
NMR sopra descritte. La quantificazione è stata basata sul rapporto d’integrazione 
tra il segnale del protone aldeidico dell’oleocantale a δ = 9.22 ppm e il segnale del 








La correlazione tra il rapporto integrale analita/integrale SI e le corrispondenti 
concentrazioni dei campioni di olio standard (20, 160 e 320 mg/Kg) è stata 
























3.2.6. Valutazione del contenuto di oleocantale. 
La metodica sopra descritta è stata applicata a diversi campioni di olio extravergine 
di oliva per poter determinare il loro contenuto relativo di oleocantale. Dopo 
l’estrazione dei diversi campioni di olio d’oliva e la successiva analisi dei residui 
ottenuti all’1H-NMR secondo la procedura prima descritta. Il valore del rapporto tra 
l’integrale del segnale del protone aldeidico dell’oleocantale, che appare a 9.22 
ppm e del protone aldeidico relativo alla siringaldeide, settato a 9.81 ppm, è stato 
inserito all’interno dell’equazione della curva di calibrazione (y = 325,15x+0,84) al 
posto della variabile indipendente “x” per fornire la concentrazione di oleocantale 
corrispondente, espressa in mg/Kg.  
Nella Tabella 11 sono riportate le integrazioni del segnale caratteristico 


















Tabella 11. Valori d’integrazione del segnale caratteristico  
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